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Derives N- (vinblastines 1-23) d'acides amin es et de peptides, 
preparation et leur application therapeutique . 



La presente invention se rapporte a de nouveaux alca- 
lotdes bis-indoliques. Plus particulierement, l'invention est r.elative 
a de nouveaux derives de couplage d'acides amines avec la vinblastine, 
y compris des derives peptidiques, a leur precede de preparation, a 
5 leur application en tant qu'agents antitumoraux et aux compositions 
pharmaceutiques les contenant. 

Ces nouveaux derives de la vinblastine peuvent §tre 
utilises pour le traitement des leucemies et des tumeurs malignes 
chez l'homme. 

10 Les alcaloldes bisindoliques du type de la vinblastine 

sont des composes biea connus possedant le squelette carbone de la 
formule gen<5rale suivante : 




On citera a titre d'exemple la vincaleukoblastine 
(brevet americain 3 097 137), la leurocristine ou vincristine et la 
leurosidine (brevet americain 3 205 220), le vinglycinace (brevet 
beige 659 112) et la vindesine (brevet beige 813 168). Ce denier 
compose a ete obtenu par trans formacioo chimique de la vinblastine 
aaturelle (I, R^OCH^ R 2 =COCH 3 ), qui elle-meme est obter.ue par 
extraction a partir de Eeuilles de Catharanthus roseus . 
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La vinblastine, la vincristine et la vindesine sont 
commercialisees. pour leur utilisation en therapeutique humaine, pLus 
particulierement pour le traitement de leucemies et de certaines 
tumeurs solides. 

5 Ces medicaments possedent nfianmoins des effets secon- 

dares defavorables . La vincristine est neurotoxique et la vinblas- 
tine est fortetaent toxique au niveau des tissus he'matopo^tiques . 

Leur snficanisme d'action est analogue a celui qui a ete 
postuie pour l'action antimitotique de la colchicine. Ces medicaments 
10 agiraient par inhibition de la polymerisation de la tubuline en micro- 
tubules et arret subsequent de la division cellulaire en metaphase. 

L'utilisation de complexes 1:1 d'alcaloldes bisindo- 
liques aatitumoraux avec la tubuline a ete d£crite dans le brevet 
beige 854 053. 

15 Dans certains cas, il peut en resulter une toxicity 

moindre et une activity chimiothdrapeutique plus importante que celles 
des alcaLotdes libres correspondants . 

D'autres derives obtenus par modification chimique de 
la vinblastine ont £t£ testes. Ainsi le sulfate de vinglycinate 

20 (I, sulfate, ^=00^, R 2 =COCH 2 N(CH 3 ) 2> Cancer Research 1967, 2_7, 221-227) 
a ete etudie en experimentation clinique mais ne s'est generalement 
pas reveie sup^rieur a la vinblastine et a la vincristine. 

Le brevet beige 813 168 demerit la vindesine (1, R^Ntt^, 
R 2 =H) et d'autres derives carboxami.de en de la vinblastine. Des 

25 publications posterieures ont confirms 1'intSret therapeutique de la 
vindesine ou carboxamide-3 deacetyl-0-4 vinblastine, mais ce compose 
s'est cependant reveie inactif pour le traitement de tumeurs L 1210 
transplantees chez la souris (C.J. Barnett et al., J. Med. Chem., 21 , 
88, 1978). 

30 Les derives de couplage d'acides amines avec la vin- 

blastine et d'autres alcalotdes bisindoliques analogues ont ete pro- 
poses d'une maniere genera le dans le brevet beige 813 168 susmentioane. 

Neanmoins, aucun exemple de derive d'acide amine spe- 
cifique n'a ete divulgue et, consequetnment, aucune donnee physico-chi- 

35 mique n'a ete fournie. Aucune method e de preparation spdeifique et 
aucun resultat pharmacologique particulier n'a ete mentionne. 
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II peut done erv §tre deduit que ces derives n'ont pas 
et£ rfeLlenent synthetises .et/ou n'ont pas &c& testis pour leur acti- 
vity antitumorale . 

page 3, ligne 10 et suivantes, il est en outre men- 
5 tionne- que "l'activice anti-neoplasique semble etre limitee a des 
structures tres spScifiques et les chances d'obtenir des medicaments 
plus actifs en modifiant ces structures semblent ggalement faibles". 

II a maintenant &t& constate que les nouveaux composes 
decrits dans la presente invention sont capables de retarder effica- 
10 cement la mort de souris auxquelles on a transplants par voie intra- 
veineuse des tumeurs P 388 et L 1210. 

Alors que les alcaloldes Vinca administres par voie 
intraveineuse ne pr^sentent generalement aucune activity sur la leu- 
cemie L 1210, les rSsultats obtenus montrent pour les nouveaux derived 
15 une activite tres significative et inattendue. 

Les activitSs sur les tumeurs experimentales P 388 se 
sont egalement revSlees, de maniere surprenante, tres superieures a 
celles des alcaloldes Vinca de reference. De nombreuses remissions 
completes ont et<§ observers. 
20 Les derives de 1' invention possedent en outre d'autres 

avantages iaiportants et inattendus comparativement a la vinblastine 
et a ses analogues connus, en particulier la vindesine. 

En particulier, les toxicites observers sont generale- 
ment infSrieures a celles correspondant a la vindesine ou a la vin- 
25 cristine. 

Les nouveaux composes de 1' invention rSpondent plus 
particulierement a la formule gdnerale II 
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dans Laquelle R., represente un atone d'hydroglne ou un groupe acyle 
cotnportant de 2 a 9 acomes de carbone ; represente chaque foia 
independaamenc, un acome d'hydrogene, un groupe alkyle ramifie ou non 
comportant de I , a 8 atonies de carbone, un groupe hydroxy C1-C8 alkyle, 
amino-hydroxy CI-C8 alkyle, carboxy-Cl-C8 alkyle, amido C1-C8 alkyle, 
guanadiao C1-C3 alkyle, amino C1-C8 alkyle, thiol CI-C3 alkyle cyateinyl 
aethyle, thio methyl-ethyl , benzyle, hydroxybenzyle 



GO" 




ou ^ repreaeate *v.c i'acooe de carbon, auquel il eat attache etl'««e« 
du groupe amide, un cycle azole ou hydroxyazoL ; 
n varie de I 1 6 ; 
•C R 4 represent, ua groupe alkyLe, lineeir. ou ra 0 if ie po.aedant de 



i * 8 atomes de carbone, 



ou un groupe benzyle. 



C00R 4 represente d. preference un groupe carbo^thoxy ou carbocaethoxy. 

Plua particulieremenc, 1« fragment atructuraL de 1* 

formula II 



73 „ 
-NH-CH-C- 

represente un radical de n'importe lequel des acidea 
amines naturels et de leura isomerea optiques de con- 
figuration D , notamment : 
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la glycine' acide aspartique cystine 

alanine acide glutamique methionine 

valine asparagine phenylalanine 

leucine glutamine tyrosine 

5 isoleucine arginine tryptophane 

serine lysine proline 

threonine cysteine histidine 

hydroxy pro line ou hydroxylysine. 

On peut considgrer ces composes comme £tant des dSrivds 
10 de la descarbomethoxy-3 d£sacetyl-0-4 vinblastine carboxamide-3 . On 
preferera cependant les designer comme 6tant des derives N-(vinblas- 
tinoyl-23) d 1 acide amine. 

Les composes pref6res de 1' invention repondent a la 
formule II dans laquelle repre"sente un atome d'hydrogene et la 
15 partie acide amine est de"riv6e d'un des acides amines suivants : 

L ou D tryptophane, leucine, valine, isoleucine, alanine et phenyl- 
alanine. Parmi ces derniers, le L- tryptophane, la L-isoleucine et 
la L-alanine se sont r6v£16s plus particulierement inte" ressants . 

Parmi les derives d' esters peptidiques, les composes 
20 prdf^rds repondent a la formule II dans laquelle n=2 et les acides 
amines sont choisis dans la liste mentibnnee ci-dessus, suivant 
n'importe quelle sequence. 

En ce qui concerne les propridtds pharmacologiques, il 
est pre>isible que de ldgeres modifications de la structure du sque- 
25 lette peptide fourniront des composes d'activite" comparable. 

En particulier, la presence d'un acide a-amine" non 
naturel (par exetnple la norleucine, un acide a-amine" N-monosubstitug 
ou un acide amine" a,a-dialkyle) fournirait des composes d'activite 
siailaire contre un certain nombre de tumeurs. 
30 Pareils composes entrent done dans le cadre de la 

prSsente invention. 

Les nouveaux de"rivds bisindoliques de 1" invention sont 
sbcenus a partir de la vinblastine par hydrasiaolyse, nitrosation puis 
couplage avec 1' ester d 'acide amine" ou de polypeptide approprie\ 
35 Lorsque l'acide amine ou le peptide contient des group es 

fonctionnels dans la chalne lat^rale R (foraiuie II), coaaie la lysine 
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ou la cysteine, il peut etre necessaire de proteger ces groupes fonc- 
cionnels en uCilisanC .les methodea bien connues de l'homme de L'arc. 

Cecce protection 'p"eut etre effectuee, selon ia nature du groupe a 
proteee'r, par le greffage d'un groupe benzyle, t-butyle, benzyloxy- 
5 carbonyle, t-butoxycarbonyle, trif luoroacetyle ou trityle. D'autres agent 
bien connus en chi<nie peptidique peuvent etre avantageusement utilises . 

Selon le procede mentionm* ci-dessus, les composes 
suivant L ' invention peuvent etre obtenus a partir de la vinblastine, 
de maniere classique, par hydrazinolyse suivie de nitrosation, puis 
10 couplage avec 1' ester d'acide amine ou de peptide selon le schema 
reactionnel 1 




La premiere etape consiste a additionner un exces 
d'hydrazine anhydre a une solution de vinblastine base dans le metha- 
30 nol anhydre. Le melange reactionnel est alors chauffe sous atmosphere 
inerte pendant 12 a 30 heures a une temperature comprise entre 30 et 
70°C. De preference, la temperature sera maintenue vers 60°C, le temps 
de reaction etant alors de 24 heures. 

L'hydrazide de la desacdtyl-4-vinblastine est alors 
35 isol6 par addition d'eau, extraction au dichlorome thane et concentra- 
tion. Le compose peut etre u Iterieurement purifie par chromatographic 
preparative (silice neutre) . 
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Lors de la deuxieme etape, la fonction hydrazide de la 
vinblastine modified. est transformed en azoture d'acide. Cette trans- 
formation est effecfuke de maniere connue, par addition de nitrite de 
sodium a l'hydrazide en solution dans un melange eau-methanol-acide. 
5 L'acide utilise peut etre l'acide chlorhydrique . 

La temperature de reaction est maintenue entre 0 et 
5°C. Apres extraction par un solvant aprotique non soluble dans l'eau, 
de preference le chlorure de methylene, la phase organique est par- 
tiellement concentred. 
.0 L'azoture d'acide lui-meme n'est de preference pas 

isoie, mais directement mis en presence de 1 'ester d'acide amine ou 
de polypeptide ou, le cas echeant, le derive correspondant protege, 
en solution dans le chlorure de methylene. 

La quantite d'acide amine mise en oeuvre est de 1 a 
15 5 equivalents de vinblastine carboxazide. 

Le milieu reactionnel est maintenu entre -3 et +10° C 
pendant 8 a 72 heures, le plus souvent environ 15 heures. La reaction 
est facilement suivie par chromatographie sur couche mince. Apres 
concentration, on isole le compose de 1' invention II qui peut etre 
20 transforme en sulfate ou un autre sel d'acide mineral ou organique 
par cristallisation a partir d'une solution methanolique de l'acide 
correspondant. 

Les composes de 1' invention sont purifies en utilisant 
les techniques bien connues de chromatographie et de recristallisation. 
25 Le cas echeant, le derive de desacetyl-0-4 vinblastine 

ainsi obtenu peut gtre reacStyie soit directement pour donner le 
derive de la vinblastine II dans lequel R^OCHg (J. Med. Chem. 22, 
391 1979) ou par formation preiiminaire du derive diacetoxy-3,4 
suivie d'une hydrolyse selective du groupe acfitoxy en position 3. Le 
30 groupe hydroxyle en peut Stre, de maniere connue en soi, esterifie 
par d'autres derives actives d'acides comportant de 2 a 9 atomes de 
carbone. 

La presente invention s'etend egalement aux applica- 
tions industrielles et notamment pharmaceutiques des composes bisin- 
35 doliques nouveaux. 
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Les composes de l 1 invention pr£sentenc en particulier " 
des propriites antitumorales particulierement interessantes eC suscep- 
tibLes d'etre utilises en therapeutique humaine. 

Ces drive's d'acide amin<§ peuvent Sere, en parciculier, 
utilises pour le traitement des leucemies du type L 1210, P 388, de 
gliomes, lymphosarcomes et d'autres leucemies ou tumeurs malignes. 

En therapeutique hutnaine, ils sont utilises pour le 
traitetneat de la maladie de Rodgkin et pour d'autres tumeurs pouvant 
ben^f icier d'un traitement avec la vinblastine, la vincristine et la 
vind£sine. 

Ces composes peuvent egalemenc Itre utilises en mSde- 
cine v£t£rinaire pour le traitement des tumeurs chez les animaux. 

D'autres applications thdrapeutiques interessantes 
peuvent etre envisagees pour ces nouveaux d£riv6s d'alcaloldes bisin- 
doliques. II a en effet e t& releve que la vinblastine pourrait etre 
utilisee dans le traitemenc de certaines arthrites (brevet des Etats- 
Unis d'Amerique n 9 4 208 411) et la vincristine pour le traitement 
de psoriasis (brevet des Etats-Unis d'Amerique n° 3 749 784). L'activite 
anti-virale de certains alcaloides bis-indolique a egalement ete 
relevee. 

Pour le traitement des tumeurs malignes chez les ani- 
maux, les activitds chimiothSrapeutiques ont Ste" testees en utilisant 
les sels de sulfate des composes de l'invention. 

Des souris DBA. femellea de souche Charles River Franca 
• 4 
ont e"t£ inoculdes par voie intraveineuse avec 10 cellules leucemiques 

provenant d'une ascite leucemique P 388 ou L 1210 de sept jours. Le 
jour 0 est le jour d'inoculation des cellules tumorales . Le compose - 
de l'invention (sous forme sulfate) est alors injecte - par voie intra- 
veineuse en solution dans l'eau physiologique (NaCl 9/1000) suivant 
3 le schema en une injection (jour 1) ou le schema en trois injections 
(jours 1, 2 et 3). On calcule alors le MST (Median Survival Time), 
jour ou la moitie - des animaux sont morts . 

Ce calcul est effectue - le trentieme jour. 
Le pourcentage d'lLS (Increased Life Span) ou pourcen- 
5 tage d' augmentation de survie est calcule a I'aide de la formule suivance : 

z 1LS = C «ST produit x 1Q0) . 10Q 

MST controles 



40 
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Le nombre de souris survtvant au trencieme et au soixan- 
tieme jour est egalement indiqug. 

A des doses trop toxiques, Le pourcentage d'lLS devient 
negatif, c'est-a-dire que les souris non traitees survivent plus long- 
5 temps que celles ayant ete injectees par la substance a nti tumoral e . 

Dans certains cas, les ILS observes dependent de la 
vari£te de souris utilised (DBA^ France ou Etats-Unis d'Amgrique) . 

Les resultats obtenus sont a comparer a ceux observes avec 
la vinblastine (VLB), la vindesine (VDS) et la vincristine (VCR) dans 
10 le tableau I ci-apres. La superiority pharmacologique des composes de 
1' invention est ainsi d<Smontr<5e (tableaux II a XI ci-apres). 

Le tableau II fournit les resultats obtenus avec 
quelques derives de la leucine naturelle. Les derives suivants ont 
ainsi &C& testes : 
15 VLE : N-(desacety 1-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-leucinate d'ethyle 

VLM : N-(d^sacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-leucinate de mgthyle. 

Le tableau III rassemble les rSsultats obtenus avec 
un derive de la D-leucine, en 1 1 occurrence le N- (d€sac£tyl-0-4 vin- 
blastinoyl-23) D-leucinate d'ethyle (VDLE) . 
20 Les rSsultats obtenus avec les derives suivant3 du 

- L-tryptophane sont repris dans le tableau IV : 
V-Trypt E : N- (ddsac^ty 1-0-4 vinblastinoyl-23 )-L-tryptophanate 

d'Sthyle, MST calculi a 30 et a 60 jours ; 
V-Trypt M : N- (desac<5ty 1-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L- tryptophanate de 
25 m<§thyle. 

Le tableau V prSsente les activites observers avec le 
derive^ du tryptophanate d'Sthyle de configuration absolue D (VDTryptE) 

Les tableaux VI a XI reprennent les resultats obtenus 
avec les composes suivants : 
30 i/AE : N-(d€sacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-alaninaced'ethyle (tableau VI) 
VPE : N-(dc§sacety 1-0-4 vinbLastinoyl-23)-L-phenylalaninace d'Sthyle 
(tableau VII) 

VILE : N-(d<Ssacetyl-0-4 vinblastinoyl-23 )-L-isoleucinate d'Sthyle 
(tableau VIII) 

35 vilm : N-(d<*sac<5ty 1-0-4 vinblastinoyl-23)-L-isoleucinate de methyle 
(tableau VIII) 
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WE : N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-vaLinate d'ethyle 
(tableau IX). 

V-Tyr E : N- (desacety 1-0-4 vinblastinoyl-23 )-L-tyrosinate d'Sthyle 
(tableau X) 

V-Val-Trypt E : N- (d£sacetyl-0-4 vin.blascinoyl-23 )-L-valinyl-L-trypt( 
phanate d'Sthyle (tableau XI). 



TABLEAU I 

VINBLASTINE (VLB ) 
P 388 



Dose 
mg/kg/j 


S cheoa 


Nooibre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


> 60 j 


4 


1 


10 


14,6 


36,4 


0 


0 


6 


1 


10 


15,6 


45,8 


0 


0 


8 


1 


9 


18,5 


72,9 


0 


0 


VTNDES LNE 


(VDS) 












P 388 












Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Notnbre 
d' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 


2 


1 


10 


13,6 


27,1 


0 


0 


3 


1 


10 


14 


30,8 


0 


0 


4 


1 


10 


14,8 


38,3 


0 


0 


5 


1 


10 


13,8 


30,2 


0 


0 


6 


1 


10 


14 


32 


0 


0 



L 1210 



1 3 | 1 1 20 | 8,7 | 5 | 0 1 0 1 
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TABLEAU I (suite) 

VINCRISTINE (VCR) 
P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 1 animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


> 30 j 


>60 j 


0,5 
1 

1,5 
2 


1 
1 
1 

\ 


10 
19 
20 
10 


11,56 
12,32 
12,78 
6 


4 
15 
19 
- 46 


0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 


L 1210 


0,5 
1 

1,5 
2 


1 
1 
1 

1 


10 
20 
20 
10 


7,56 
7,91 
8,38 
8,67 


1 
5 
12 
16 


0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 






TABLEAU 


L I 







15 DERIVES DE LA LEUCINE NATURELLE 

VLE 

P 388 





Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 




20 


1 


10 


16 


52,4 


2 


1 


20 


22 


1 


10 


20 


90,5 


4 


1 




24 


1 


20 


18 


65 


2 


0 




26 


1 


10 . 


17,5 


53,5 


1 


0 




28 


1 


10 


19,6 


71,9 


1 


1 




30 


1 


10 


21 


84,2 


2 


1 


25 


34 


1 


10 


6 


-48 


2 


1 




36 


1 


10 


5,4 


-53 


1 


1 




5 


1,2,3 


9 


14,5 


25 


0 


0 






1,2,3 


10 


15 


29,3 


0 


0 




7 


1,2,3 


10 


14,2 


24,6 


0 


0 


30 


9 


1,2,3 


10 


5 


-56 


1 


1 




12 


1,2,3 


9 


4,8 


-59 


0 


0 
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TABLEAU II (suite) 

VLM 

P 388 





Dose 
tng/kg/j 




N ombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


^>3Q j 


2>60 j 


5 


10 




20 


16,7 


41 


2 


1 




10,5 




10 


16,4 


53,3 


0 


0 




11 




19 


17,7 


51 


2 


1 




11,5 




10 


16,8 


57 


0 


0 




12 




20 


17,5 


49 


3 


2 


LO 


12,5 




30 


17,3 


49 


8 


3 




13 




20 


20,5 


74 


7 


5 




15 




10 


18 


55,2 


4 


1 




L 1210 




10,5 


1 


10 


10,6 


24,7 


0 


0 


15 


11,5 


1 


10 


10,8 


27 


0 


0 




12,5 


1 


10 


10 


17,6 


0 


0 



TABLEAU III 

VDLE 

P 388 



20 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Notnbre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


6 

8 
10 
11 

12,5 




10 
10 
20 
10 
10 


14,7 
17 

28,5 

16 

30 


26,7 
46,5 

146 
49,5 

145,9 


0 
2 
9 
1 
6 


0 

1 

2 
0 
3 


L 1210 


9 
10 


1 
1 


10 
10 


10,8 
11 


27 

29,4 


0 
0 


0 
0 
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TABLEAU IV 

V-Trypt-E 
P 388 





Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


5 

10 


20 
40 
50 
55 

65 
70 


1 

1 

1 

1 
1 
1 
1 


10 
10 
20 
60 
100 
29 
20 


11,4 
17 

24,5 

41 

33 

22,75 
6,5 


43,9 
58,8 
117 
279 
202 
114 
j -39 


0 
5 
9 
39 
57 
13 
8 


0 
4 
5 
25 
36 
9 
5 




L 12 


L0 




15 


55 
60 
65 
70 


1 
1 
1 

1 


30 
30 
30 
10 


11,8 
12,5 
12 

12,3 


56 
65 
62 

61,8 


0 
2 
0 
1 


0 
2 
0 
1 



P 388 (ILS calcule au jour 60) 





Dose 
tag/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 60 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 




55 


1 




30 


60 


457 




28 


16 


20 


60 


1 




60 


36 


224 


1 


52 


24 




V-Trypt-M 




















P 388 




















Dose 
mg/kg/j 


S ch€ma 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 




30 






10 


15 


33,9 




0 


0 


25 


40 
50 
60 






10 
10 
20 


16 

23,5 
26 


42,8 
199,8 
140 




0 
1 

7 


0 
0 
2 




70 






10 


26 


145,3 


5 
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L 1210 



50 


1 


10 


1 1 ,5 


47.4 


0 


0 


55 


1 


10 


12.5 


60.2 


0 


0 



TABLEAU V 

VD-Trypt-E 
P 388 



15 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 1 animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


20 


1 


10 


13,3 


18,7 


0 




30 


1 


10 


15,8 


41,4 


1 




40 


1 


20 


16,5 


52 


1 




50 


1 


10 


22 


107,5 


1 




60 


1 


10 


4,4 


-60,7 


1 




L 1210 


40 


1 


10 


9.5 


21 ,8 


0 


0 


45 


1 


10 


10,5 


34,6 


0 


0 






T A B L 


E A U V 


I 






VAE 

P 388 












Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


5 


1 


10 


14,8 


27,6 


0 


0 


10 


1 


10 • 


16,3 


40,5 


0 


0 


12,5 


1 


19 


16,2 


44 


1 


1 


15 


1 


20 


17 


46 


5 


4 


25 


1 


10 


19 


63,8 


2 


1 


L 1210 


12,5 


1 


20 


10,4 


48 


0 


0 
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VPE 

P 388 



5 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Noenbre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


30 j 


60 j 


10 




10 


13 


12,1 


0 


0 


20 




10 


14,4 


24,1 


0 


0 


40 




10 


30 


158,6 


7 


7 


50 




30 


13,6 


26 


10 


7 


55 




10 


14,6 


36,4 


1 


0 



10 



L 1210 



55 




10 


8,5 


0 


0 


0 


60 




10 


9 


13,9 


0 


0 


65 




10 


8,8 


3,5 


0 


0 


70 




20 


8,7 


13 


0 


0 


75 




10 


9,5 


25 


0 


0 
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. TAB L E A U VIII 

VILE 

P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


8 
9 


1 
1 


30 
20 


30 
30 


172 
179 


20 
12 


2 


L 1210 


8 
9 


1 
1 


20 
10 


11,57 
12,8 


58 

68,4 


0 
0 


0 
0 


VILM 

P 388 


Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


> 60 j 


3 
5 
6 
7 
9 




10 
29 
69 
30 
10 


16,4 
18,2 
23,4 
30 
6 


41,3 

68 
115 
177 
-48,3 


0 
8 
25 
16 
4 


0 
3 
6 
5 
4 


L 1210 


6 


1 


29 


11,2 


60 


0 


0 
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TABLEAU IX 

VVE 

P 388 





Dose 
<ng/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


max 30 j 


7. 


>30 j 


>60 j 


5 

10 


5 

10 

12,5 

14 

15 

17,5 
25 


1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


10 
10 
10 
20 
39 
9 
10 


13,6 

17,8 

21 

21 

23,5 
8,4 
6,5 


17,2 
53,4 
82,6 
98 

107 

-22,2 

-44 


0 
0 
2 
3 

14 
0 
0 


0 
0 
0 

4 
0 
0 




L 1210 














15 


1 


19 


11,4 


61,9 


0 


" 1 








TAB 


LEAD 


X 






15 


V-Tyr E 
P 388 














Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


20 


20 
40 
50 
60 
70 




10 
10 
10 
10 
10 


13,9 
16,4 
16 
16 
5,4 


■ 29,9 
53,3 
49,5 
49,5 

-49,5 


0 
1 
1 

3 

0 . 


0 
1 
1 
2 
0 








TAB 


L E A U 


X I 







V-Val-Trypt E 
25 P 388 



Dose 
<ng/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'aniaaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


15 




10 


26 


132, 1 


. 3 


0 


25 




10 


27,5 


145,5 


3 


2 


35 




19 


27,5 


154 


8 


4 


45 




10 


30 


183 


8 


A 


50 




9 


27,5 


145,5 


4 


3 
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TABLEAU XII 
P 388 injectge par _l-a voie intrap<5ritoneale 
BDF1 femeLles Charles River, France 



5 


Produit 


Dose 

ng/fcg/: 


Schema 


N ombre 


MST * 


ILS * 


Pourcencage de 
survivants au 
}our 30 




d'animaux 


7. 


nombre total 
d'animaux 




VCR 


2,7 


1 


11 


15,6 


64,2 


0 


10 


V-Trp-E 


50 


1 


10 


22 


131,6 


1 




V-Trp-E 


60 


L 


10 


31 


226 


6 




V-Trp-E 


80 


1 


10 


21,5 


126,3 


0 



Activite du V-Trp-E et de VCR sur la leucemie P 388 implantee en i.p. 
chez des souris BDFl femelles. Des souris BDF1 femelles recoivent 10 6 



15 cellules leucdmiques au jour 0. 

Au jour 1, les produits sont administres par voie i.p. aux doses prd- 
cisiSes. 

MST * = Median Survival Time = jour moyen de survie 
7. ILS * = Increase in Life Span = 7. d' augmentation de la duree de 
20 survie. 

"Lewis Lung Carcinoma" (3LL) 

1 L x 10^ cellules tumorales sont ioject€es intramus- 
culairement dans la patte posterieure droite de souris C57B1 femelles. 

Les drogues sont adminis trees par voie intraveineuse 
25 suivant un schema en 3 injections. 

Les animaux sont sacrifids le 23e jour apres la greffe. 
Le poids de la tutneur primaire est estimfi en grammes ; les metastases 
pulmonaires sont compters et leur diametre mesurfi. Le poids des metas- 
tases est evalue en supposant qu'il s 'agit de spheres de densite - Sgale 
30 a 1 ; le nombre de souris sans mStastase est egalement relevd. 

Le tableau XIII reprend les rSsultats obtenus. Les 
produits presentent une activity sur la tumeur primaire. 

Le poids moyen des metastases, leur nombre moyen ainsi 
que le nombre.de souris sans metastase sont indiques et permettent de 
35 juger l : activite" anti-m£tastasique des composes antitumoraux adminis- 
tres. 
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TABLEAU XIII 



Produit 


Dose 
mg/kg/j 


Nomb-re 
de souris 
dissequees 


Poids de 
La tumeur 

(g) 
X a 


Poids des 
me tas tases 
(mg) 
X 6" 


N ombre moyen 
de 

metastases 
X <r 


NombiE de 
souris 
sans 
mecastase 






20 


9,64 0,916 


27,61 54,53 


28,4 15,22 


0 


VDS 


2,5 


22 


5,72 0,698 


0,40 0,91 


13,68 7,49 


0 


VTrypE 


50 


21 


4,83 0,868 


0,047 0,038 


4,58 2,83 


2 


Des sou 


ris C57BL femelles 


recoivent, au 


jour, 0 1,1 


6 

x 10 cellules tumo- 



10 rales par voie intramusculaire. Aux jours 1, 8 et 15, les drogues sont 
administrees aux doses indiqudes. Le 23e jour les souris sont sacri- 
fices ; la tumeur primaire est pes£e, les metastases pulmonaires sont 
numerotees et leur diametre est mesur£. 



Les activites antitumorales rassemblees dans les 
15 tableaux I a XII confirment l'efficacite inattendue des derives 
d'acides amines de la presents invention. La plupart des derives se 
r£velent ef f ectivement §tre superieurs a la vindesine, tant pour les 
tumeurs injectees par voie i.v. que par voie i.p. (tableau XII). 
L'activitS exceptionnelle de ces derives sur les tumeurs L 1210 est 
20 demontree. 

II y a lieu de noter que, parmi les tumeurs experimen- 
tales actuellement accessibles, la leucemie L 1210 est reconnue comme 
etant une des tumeurs expe" rimentales les plus signif icatives pour la 
selection de medicaments antitumoraux chez l'homme. 
25 Le tableau XIII reprend les resultats obtenus a l'occa- 

sion d'un test antimetastasique. L'activite du derive VLB-Trypt-E se 
revele tres superieure a celle de la vindesine. L'efficacite sur la 
tumeur primaire est en outre comparable a celle de la vindesine. 

On notera en particulier l'activitd exceptionnelle du 
30 sulfate de N- (desace" tyl-0-4 vinblastinoyl-23) tryptophanate d'ethyle 
qui a fourni un ILS calcuie a 60 jours (P 388) de 4577. avec la moitie 
des souris survivant plus longtemps. La dose optima le se situerait 
alors aux environs de 60 mg. Par contre, les derives d'acides amines 
qui one ete testes sous La forme amide ou acide ne pressncent que des 
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activites faibles ou non signif icatives . Ces de"riv£s peuvetit cependanc r - 
etre utilises comme intermidiaires utiles pour l'obtention d'autres 
alcaloldes bis indoliques tres actifs. 

En general, les composes de 1' invention se sonc r6v£lea 
5 etre beaucoup moins toxiques que les alcaloldes Vinca actuellement 
utilises en therapeutique anticanc^reuse. La dose Locale 50 (DL_ Q ) de 
la VLE a ec€ determinee en utilisant des souris femelies de souche 
Charles River CT^ et pesanc au moins 24 g. La m£thode de calcul de 
Litchfield et Willcoxon fournit une valeur de DL 50 de 32 mg/kg. 
10 Les doses correspondantes pour la vinblastine et la 

vinde"sine sont respectivement de 24 mg/kg et environ 11 mg/kg. On 
a notd en particulier contrairement aux cas de la vinblastine et 
de la d<Ssac£tyl vinblastine, l'absence de toxicity h£patique a des 
doses de 20 a. 40 mg/kg. 
15 Les toxicite aigues du V-Trp-E et du VILE ont €t& Sga- 

lement ddterminees sur des souris NMRI femelies. Les valeurs suivantes 
ont <§t<S obtenues : V-Trp-E : 100,8 mg/kg, VILE : 17,7 mg/kg a comparer 
avec les valeurs correspondantes de la vinblastine et de la vinddsine, 
c'est-a-dire respectivement 27,4 et 13,8 mg/kg. Le V-Trp-E est done 
20 nettement moins toxique que la VLB ou la VDS . 

Pour leur application therapeutique, les composes de 
l'invention, Sventuellemeat sous forme lyophilisde, jpeuvent etre 
utilises par la vote orale ou par -adnriui s trat ion parenterale. 
par exemple par voie in tr a-ve ineus e , dissous dans un diluant 
25 pharmaceutiquement acceptable, sous la forme d'une base ou 

d'un sel d'addition d'un acide pharmaceutiquement acceptable. 
Parmi ces sels d'addition, on preferera les sels non toxiques 
tels que les sels d'acides mine'raux comme l'acide chlorhydrique, 
l'acide phosphorique et l'acide sulfurique, ou d'acides organiques 
30 comme l'acide acStique, propionique, auccinique, tartrique, oxalique, 
n^thanesulf onique, benzenesulf onique . 

L'eau physiologique ou d'autres solutions salines taat- 
ponne'es, par exemple avec un phosphate, sont des solvants appropries. 
D'uae maniere ggniSrale, ces composes peuvent 6tre utilises en s'ins- 
35 pirant des techniques et des limitations qui sont connues pour les 
traitements th^rapeutiques avec le3 autres alcaloldes de la classe 
des Vinca. 
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La substance active est gendralement adrainis tree a une -- 
posologie pouvant varier de 0,01 og a environ 5 mg/kg, en fonction du 
derive utilise - et du schema therapeutique adopts. Les doses hebdoraa- 
daires totales varieront generalement de 0, 1 mg a environ 35 mg/kg. 

Les compositions selon l'invention sont presenters sous 
des formes d'administration contenant le principe actif a la dose uni- 
taire de 2 a 900 rag. 

Les composes de l'invention peuvent etre utilises seuls 
ou en combinaison avec un ou plusieurs agents carcinostatiques incluaht 
par exemple les agents alkylants, les antimetabolites tels que le 
methotrexate, le f luoro-5-uracile, la mercapto-6 purine, la thio-6 
guanine, les arabinosides de la cytosine et les antibiotiques tels que 
l'actinomycine D, la daunorubicine, 1 'adriamycine, et le cis-diamino- 
dichloro-platine. En particulier, ces nouveaux derives de la vinblas- 
i tine peuvent etre utilises en association entre eux. 

Les exemples suivants illustrent de maniere non limita- 
tive le procedfi conduisant aux composes de l'invention. 
Mode o peratoire general pour l'obtention de derives N- (desacg tyl-0-4- 
vinblastinoyl-23) d'acides amines . 
0 1 g (1. 3 10~ 3 M) de descarbomethoxy-3-desac£tyl-0-4 

vinblastine carboxhydrazide-3 est solubilise dans 23 ml de methanol 
absolu et 74 ml d'acide chlorhydrique IN. Cette solution est alors 
refroidie a -10°C et 207 mg de nitrite de sodium y sont ajoutes en 
une fois. 

£ 5 Le melange reactionnel est abandonne" alors pendant 10 

a 30 minutes a 0°C. Apres un controle par chromatographic sur couche 
aince, le milieu reactionnel est alcalinise a pH 8, 5 a -10°C, par uae 
solution saturee de bicarbonate de sodium. 

La solution alcaline est extraite a 0°C avec son propre 
30 volume en chlorure de methylene refroidi a 0°C jusqu'a obtention d'une 
reaction de Meyer negative sur la phase aqueuse. Les phases organiques 
sont rassemblees, sachees sur Na^ et filtrees a 0°C. 

On y ajoute alors 1.43.10" M (1,1 equivalent) de 
!• ester amine reteau et on concentre sous vide jusqu'a un volume de 
35 4 ml environ. Cette solution esc alors conservee pendant 24 a 43 h a 
4°C. L'dvolution de la reaction est suivie par la chromatographic sur 
couche mince. 
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La solution est alors tiree a sec ec fournit 1,05 g de~ 
produit de couplage brut qui est quasi unitache a la chromatographic 
sur couche mince. 
Purification. 

Le rdsidu sec obtenu ci-dessus est place" sur une 
colonne de gel de silice et elu£ avec un melange «§ther-m6 thanol 
saturd en ammoniac 967. + 47,. 

On recueille des fractions de 10 ml ec on les teste en 
chroma tographie sur couche mince. La revelation se fera a la ninhy- 
drine (acides amines) et au cdrique (alcaloldes) . 

Lorsque les acides amines sont passes (ninhydrine -), 
on Slue encore avec 100 cm^ du solvant employe avant de l.e changer par 
un melange 927. - S7.. 

L'alcalolde couple a l'acide amine est alors rScolte' 

(cerique +) . 

Les fractions identiques sont rassemble*es, concentrees 
a sec au Rotavapor, reprises au chlorure de methylene, sechees sur sul- 
fate de sodium, filtrees et £vapor£es a sec. La mousse obtenue est 
l'alcalolde dimere couple" avec l'acide amine tout pur dont les donnees 
physico-chimiques seront faites sur une partie aliquote. Le restant 
sera directement transforme en sulfate. Les rendements en base des 
diffSrents derives sont donnes a titre indicatif et susceptibles d'ame- 
lioration. 

Preparation du_sulf a te . 

La base amorphe (mousse) obtenue ci-dessus est reprise 
dans 20 fois son poids en ethanol. 

A cette solution, on ajoute alor3, tres lentement ec 
sous vive agitation, 2 Equivalents d'acide sulfurique provenant d'une 
solution 27. H 2 S0 4 /987. ethanol anhydre. (0,484 Equivalent/litre). Apres 
1 'addition des 2 equivalents, on laisse encore agiter pendant une 
demi-heure avant de concentrer sous pression reduite. Par addition 
d'ether sulfurique anhydre, sous vive agitation, le sulfate du derive" 
engage" precipite. Filtration et s^chage sous vide a 10°C fournissent 
le sulfate du derive couple pret a l'emploi. 

La num^rotation adoptee pour la description des spectres 
de resonance magnetique nucleaire des exemples qui suivent est inspi- 
red de celle proposSe par Le Men et Taylor pour les dSriv£s du type 
aspidospermidine (Experientia 21, 508, 1965). 
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Exemple 1 : 

Preparation de la'vinblastine (VLB) base ^ 

A une solution de 1,5 g de sulfate de VLB (1.65.10 M) 
dissous dans 15 cc d'eau distillee, sont ajoutes successivement 
sous vive agitation, 15 cc de chlorure de methylene ainsi que 
1,5 cc d'ammoniaque concentree. Apres cinq minutes, le melange 
est decante et la phase aqueuse extraite avec encore 3 x 15 cc de 
chlorure de methylene. Les phases organiques rassemblees sont 
lavees avec 2 x 40 cc d'eau desionisee, sechees sur sulfate de 
sodium anhydre puis evaporees a sec au rotavapor. On recueille 
ainsi 1,32 g de VLB base (99 %) . 

Preparation de la descarbomethoxy-3-desacetyl- 0-4 vinblastine 
carboxhydrazide-3 (VLH) ^ 

A une solution de 1 g de VLB base (1.23 10" M) dans 
7 ml d'ethanol anhydre, on ajoute 14 ml d' hydrazine anhydre et 
7 ml d'ethanol anhydre. Le melange reactionnel ainsi forme est 
maintenu vingt heures a 60°C. 

Apres refroidissement, on ajoute 28 ml d'eau saturee 
en sel et on extrait avec un meme volume de chlorure de methylene 
jusqu'a obtention d'une reaction de Meyer negative sur la phase 
aqueuse acidifiee. 

Les phases organiques sont sechees sur MgSO^ et 
evaporees a sec sous pression reduite. 

L'hydrazide obtenu avec 88 % de rendement (0,760 g) 
est unitache en chromatographie sur couche mince. 
Exemple 2 : 

Svnthese de la N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-2 3)-L-leucinate 
d'ethyle (VLE) 

A une solution de 275 mg (3,53 10" M) de 0-4 desacetyl 
vinblastine hydrazide dans 7 ml de methanol anhydre et 20,5 ml 
d'HCl IN, refroidie prealablement a 0°C, on ajoute 58 mg de 
nitrite de sodium. 

On laisse agiter pendant 25 minutes avant de revenir 
a un pH de 8,5 par addition d'une solution de bicarbonate de 
sodium a 5 %. L'azoture forme est extrait au chlorure de methylene. 
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La phase organique* est sechee sur MgSO et filtree. On y ajoute 

-4 

alors 68,4 mg de leucinate d'ethyle (4,29.10 M) et on concentre 
sous vide, jusqu'a. l'obtention de 4 ml environ. 

Cette solution est alors laissee pendant 24 heures 
au ref rigerateur . 

La reaction etant alors terminee, on ajoute 50 ml de 
chlorure de methylene et on lave plusieurs fois avec le meme 
volume d'eau demineralisee puis une fois avec une solution saturee 
en NaCl. 

Les phases organiques sont sechees sur MgSO^, filtrees 
puis evaporees sous vide. 

On recueille ainsi 300 mg de produit brut auxquels on 
ajoute 0,035 g de H^SO^ en solution dans 1 ml de methanol anhydre. 

Le sel forme est precipite a l'ether. 

Le precipite est lave dix fois avec 50 cc d' ether 
diethylique anhydre. 

Le residu, 183 mg (57 7.) ne contient que du sulfate de 
VLE pratiquement pur et exempt de leucinate d'ethyle. 

Apres liberation des bases, ces dernieres peuvent etre 
chromatographies sur gel de silice (10 g de Si0 2 > et eluees avec 
50 cc d'ether/MeOH-NH 3 sat. (92 Z/8 X) puis 250 ml d ' ether/Me0H-NH 3 
(85 %/15 Z) . La VLE est obtenue pure en tece du second eluat. On 
recueille ainsi 49 1 de VLE purifiee soit 152 mg de base. 
Proprietes physico-chimiques de la VLE 
Point de fusion : ~ 169°C 

fajD CHC1 3 : 60° 
c - 0,35 

Spectre ultraviolet (MeOH, X max, ran, log e ) : 
221 (4,62) ; 267 (4,15) ; 287 (4,02) ; 295 (3,99). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm ') : 

3470, 2960, 2880, 1735, 1665, 1610. 

Spectre de masse (m/e, 7.) : 

924 (6) M + +28 ; 910 (56) M + +14 ; 897 (62) ; 896 (100) ; 865 (25) 
938 (68) ; 772 (19) ; 709 (25) ; 651 (43) ; 571 (69). 
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Sn^.tre de re sonance magneti c fB 1 . CDCl r pp*. 360MHz) : 

9,66 (IH. bs, C 16 -OH)'; 8,20 (lH,s,N' a H) ; 7.52 (IH.d) ; 
7,15 (3H,m) ; 6,56 (1H,S,C 9 -H) ; 6,05 (lH.s.C -H) 
s',86 (lH,dd,C lA -H, J 14-15 = 12 ; J 14-3 = 3,6 

4,69 (lH,m,CH(NHR)CO-) ; 4,2 (2H,q,0CH. 2 CH 3 ) ; 

3,77 (3H,s,OCH 3 ) ; 3,66 (SH.s.OC^) ; 3,47 (lH.s.CyH) ; 

2,77 (3H,s,K a -CH 3 ) ; 0,92 (12H,m,-C 18 H 3 + C H3 + isopropyl) . 

Exemple 3 : 

NJdesacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L- leucinate de methyle (VLM) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21 
on obient la VLM avec un rendement de 68 %. 
Prnnrietes phy s ico-chimiques de la VLM 
Point de fusion : ^ 172°C 

D c = 0,27 

Soectre ultraviolet (CH^ H. X max. urn, log e) : 
220 (4,61) ; 267 (4,15) ; 287 (4,03) ; 294 (3,98). 

Soectre infra-rouge (KBr, cm > : 

3475 ; 2960 ; 2880 ; 1740 ; 1680 ; 1615. 

Spectre de masse (m/e, 7.) : + 
, 910 (25) M + +28 ; 896 (78) H+14 ; 883(26) M + + l ; 882(36) M ; 

850 (29) ; 836 (41) ; 822 (100) ; 708 (15) ; 681 (56) ; 650 (78) ; 
570 (70). 

Soectre de r6r — ^Hsue nu cleaire (CPCU.Ppm, 60 _mz)_ ; 

9 21 (»H,s,C 16 -0H) ; 8,1 (1H,. ,H' a -H) ; 7,53 (iH.») ; 7,23 (3H.») ; 
5 6,63 (lH,s,C 9 -H) ; 6,13 (lH,s,C ,2 -H) ; 5,86 (2H...C -H + C -H> ; 
3 83 (3E,s, -0CH 3 ) ; 3,80 (3H,s, -C0OCH 3 ) ; 3,63 (3H,s,-0CH 3 ) ; 
2 ',8 (3H,s,-N a -CH 3 ) ; 0,96 (I2H.«. C 18 H 3 ♦ C 18 +. isopropyl) . 
Exemple 4 : 

..r^..^rvl-0-4 yjnblastino ^-^-T-^inate de n-butyle (VLn-3uc) 
3Q En appliquant le mode operatoire general de la page 21. 

on obtient la VLn-But avec un rendement de 58 7.. 
Proprietes physico-chia iques de la VLn-3ut 
?oint de fusion : ^ 158 C 
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CHCl, 
**> c-0,26 

Spectre ultraviolet (CH OH, X max, nm, log e ) : 
220 (4,66) ; 266 (4,21) ; 289 (4,08) ; 296 (4,03). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ') : 
5 3470, 2960, 2880, 1740, 1670, 1615. 
Spectre de masse (m/e, %) : 

952(5) M + +28 ; 938(31) M + +14 ; 924(12) M* ; 923(15) M + -l ; 
891(13) ; 863(36) ; 835(5) ; 821(11) ; 708(33) ; 650(81) ; 
570(100). 

10 Spectre de resonance magnetique nucleaire(CDCl n ,ppm,60MHz) : 

9,6 (lH,s,C ,6 -0H) ; 8,06 (lH,s,N ,a -H) ; 7,5 (lH,m) ; 7,2 (3H,m) ; 

6,63 (lH,s,C 9 -H) ; 6,1 (lH,s,C 12 -H) ; 5,86 (2H,m,C U -H + C 15 -H) ; 

4,2 (2H,t,-C00-CH 2 ) ; 3,83 (3H,s,-0CH 3 ) ; 3,63 (3H,s,-0CH 3 ) ; 

2,8 (3H,s,-N-CH 3 ) ; 1 ( 15H,m,-C 18 H 3 + C 18 H 3 ; CH 3 du butyle ; 
15 CH 3 isopropyl). 

Exemple 5 : 

N-foesacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucinace d'octyle (VL-octyl)" 
'H~ En appliquant le mode operatoire general de la page 23- 

on obtient la VL-octyl avec un rendement de 48 7.. 
20 Proprietes physico-chimiques de la VL-Octyl 
Point de fusion : ~ 145°C 
CHCl. 

^ D c - 0,33 5 5 *° 

Spectre ultraviolet (CH OH, \ max, nm, log e ) : 
8,62 mg/1 

25 217 (4,69) ; 265 (4,14) ; 289 (4,01) ; 295 (3,95). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm *) : 

3460 ; 2940 ; 2920 ; 2870 ; 1735 ; 1665 ; 1610 ; 1500 ; 1455. 
Spectre de resonance magnecique nucleaire (CDCl^.ppm, 60MHz) : 
9,6 (lH,s,C. l6 -0H) ; 8,1 (lH,s,N'-H) ; 7,55 (lH,m) ; 7,23 (3H,m) ; 
30 6,5 (lH,s,C 9 -H) ; 6,12 (lH,s,C 12 -H) ; 5,90 (2H,m,C U -H + C 15 -H) ; 
4,2 (2H,t,-0-CH 2 -0ct ; lH,d,C 17 -H) ; 3,83 (3H,s,-COOCH 3 ) ; 
3,67 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,56 (lH,s,C 5 -H) ; 2,83 (3H,s,N-CH 3 ) ; 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



0041 935 

27 



, 33 (lOH.m. massif octyl + <' + CH, 9 ) ; ' (15H.«,««.if octyl ♦ 

c4 8 + c4 8 '). 

Exemple 6 : 

N-fdesacetyl-0-4 vinblastino vl-23)-D-leucinate d'ethyle (VDLE) 

En appliquanc le mode operatoire general de la page 2a, 
on obtient la VDLE avec un rendement de 74 Z. 
Proprieties phvsico-c himiques de la VDLE : 
Poinc de fusion : ~ 181°C 
CHC1 

M» c - 0,28 : 7 °° 

Spectre ultraviolet (m ethanol, X max, ma, log £ ), = 
220 (4,67) ; 226 (4,20) ; 288 (4, II) ; 295 (4,02). 

Spectre infrarouge (KBr, cm )_ : 

3460 ; 2960 ; 2880 ; 1735 ; 1665 ; 1 605. 

Spectre de masse (m/e %) : + 

924(14) M + + 28 ; 910 (32) ; H++14 ; 897(38) H +1 ; 896(66) M ; 

863(28) ; 835(43) ; 709(43) ; 651(81) ; 570(100). 

, nr ..„ „. . £g on a nce magnetique nucleaire ^Cl^s^Omzl : 

9,6 (lH,s,C 16 -0H) ; 8,16 (.H,s,N' Q -H) ; 7,66 (IH.m) ; 7.26 (3H.D ; 

6 7 (lH,s,C 9 -H) ; 6,16 («H,s,c' 2 -H) ; 5,90 (2H,«.C -H + C -H) ; 

4'.26 (2H,q,-COOCH 2 ) ; 3,83 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,66 (3H,s,-OCH 3 ) ; 

2,90 (3H,s,- N a -CH 3 ) ; 1,3 (3H, t ,- (COOC^-CH, ; 0,96 (»2H,m,C E 3 ♦ 

C 18 E 3 + isopropyl) . 

Exemple 7 : 

5 M-MSsacetYl-Q-4 ^nbla S tinoyl-2^-T,-serinate d'ethyle (VSE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 20, 
on obtient la VSE avec un rendement de 35 7.. 
Proprietes phvsico-ch i-mioues de la VSE : 

CHC1. 

fall) t -, : 65 ° 

(0 1 J c = 0,7 

Soectre ultraviolet (MeQ H X max. nm. log e ) : 
215 (4,76) ; 266 (4,31) ; 288 (4,20) ; 297 (4,15). 
Spectre infrarouge (CHCl ^, cm — )_ : 

3460 ; 3400 ; 2965 ; 2935 ; 2880 ; 1730 ; 1665 ; 1605. 
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Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDC1, ,ppm, 60MHz) : 
8, 13 (lH,s,N a -H) ; 7,9 (lH,d,-0H) ; 7,52 (lH,m) ; 7,20 (3H,m) 

c 12 -i 

4,3 (2H,q,-COO-CH 2 -) ; 3,83 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,66 (3H,s,-OCH 3 ) ; 
2,67 (3H,s,-N a CH 3 ) ; 1,34 (3H, t , (-C00-CR 2 )CH 3 ) ; 
0,95 (6H,m,C 18 'H 3 + C 18 H 3 ). 
Exemple 8 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-glutamate d'ethyle (VGE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VGE avec uti rendement de 55 Z. 
Proprieties physico-chimiques de la VGE : 
Point de fusion : I49°C 
CHC1. 

CajD c = I : 59° 

Spectre ultraviolet (MeOH, 10mg/l, X max, nm, log e ) : 
219 (4,46) ; 269 (3,94) ; 288 (3,80) ; 296 (3,76). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm *) : 

3460 ; 3395 ; 2960 ; 2920 ; 2870 ; 1730 ; 1665 ; 1610 ; 1500. 
Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl^.ppm, 60MHz) : 

9.63 (lH,s,C I6 -0H) ; 8,10 (lH,s,N a '-H) ; 7,6 (lH,m) ; 7,16 (3H,m) ; 

6.64 (lH,s,C 9 -H) ; 6,07 (lH,s,C I2 -H) ; 5,83 (2H,m,C 14 H + C ,5 H) ; 
4,23 (2H,q,-COOCH 2 -) ; 4,16 (2H,q,-COOCH 2 -) ; 3,8 (3H,s,-0CH 3 ) ; 
3,64 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,5 (IH,s,C 5 -H) ; 2,8 (3H,s ,-N°CH 3 ) ; 

1,33 (3H,t,-CH 3 ) ; 1,26 (3H,t,-CH 3 ) ; 1 (6H,m,C 18 H 3 + C 18 '^). 
Exemple 9 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-phenyl-alaninate d'ethyle (VPE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 23, 
on obtient la VPE avec un rendement de 66 7.. 
Proprietes physico-chimiques de la VPE : 
Point de fusion : 154°C 
CHC1 

c _ 3 U2 : 78' 

Spectre ultraviolet (MeOH, 9,8 mg/1, X max. nm, log e') : 
217,5 (4,67) ; 265 (4,13) ; 286,5 (3,99) ; 295,5 (3,95). 
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Snorr re infra-rouge , (RBr , cm ') : 

3560 ; 3460 ; 3400 ; 2860 ; 2830 ; 1730 ; .650 ; 16,0 ; ,500 ; 1455. 
Spectre de masse (m/e, 7.) : 

958(17) ; 944(41) ; 930(35) ; 87,(64) ; 651(41) ; 588(41) ; 
57 1(53) ; 401(100). 

,~ magn etique nucleaire (CDCl^BESbjegms) : 

^"48 (lH,bs,-C lb -0H) ; 8,1 (lH,s, N a -H) ; 7,6 ( 1H d) ; 7,5 (IH.d) ; 
7,3 a 7,02 (7H.-) ; 6,6 (lH,s /-H) ; 6,1 (IH s.C -H) ; 
5,87 (2H, m ,C 14 -H * C 15 -H) (J ,5 - ,4 =,2H Z ; J U 3 =8,6Hz) ; 
0=C 

4f9 (1 H,m X CH-) ; 4, ,6 (2H,q,C00-CH 2 ) ; 3,8 (SH.s.-OCH^ ; 
NHR ^ 

3,56 (3H, S ,-0CE 3 ) i 3,43 C.H...C 5 -* 1 2 74 (3H.S.S -CH,) ; 

,,20 <3H, C ,-a> 3 <" C "» ! °'" <»•'••* V ; 0,88 C3 "' t, " C " 3> - 
Exemple 10 : ' 
M-dasacetvl-0-4 viablastinoyl- 73) - L-iso leucinate de methyle (VILM) 

Eu applicant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VILM avec un rendement de 66 %. 
Pronrietes phys ico-chimiqu es de la VILM 
CHC1 3 

CojTi ■ * 66 ° 

C = 0, 135 

Spectre ultraviolet (Me OH. X max, m, log e ) : 
225 (4 55) ; 266 (4,18) ; 288 (4,05) ; 295 (4,00). 
, r ,r.rl de reson,n, P .na.netique nucleaire ( CDCl^^jOM^ : 
5 9,48 (bs,,H,C 16 -0H) ; 8,03 (s.lH.NH) ; 7,51 (m,2H) ^ 

7 23-7,06 0..2H) ; 6,58 (s,lH,C 9 -H) ; 6.20 (..1H.C -H) ; 

5,85 (dd.lH.C 14 -* ; J 15 ""-.*.. ; J U - 3 -3.6a«> I 5,78 (d.lH.C -H) 

4,62 (m.lH ^ ) ; 4J7 (d.lH) ; 3,77 (..SE.COOC^) ; 

, 0 H X ^COOR 

3,75 (s,3H,COOCH 3 ) ; 3,6 (s,3H,-0Me-) ; 2,73 (s,3H,N -CH3) ; 
2,58 (S,1H,C 2, -H) ; 0,92 (m,12H,C l ^-C H) . 
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Exemple I l : 

N-(desacetyL-0r4 vinb lastinoyl-23)-L-tyrosinate d'ethyle (V-Tyr E) 

En appliquant le mode operacoire general de la page 23, 
on obtient la V-Tyr E avec un rendement de 48 %. 
Proprieces physico-chimiques de la V-Tyr E 

faju CHC1 3 : 64° 

c = 0, 1087 

Spectre ulcra-violet (CH 3 0H, X max, nm, log e ) : 

227 (4,73) ; 266 (4,26) ; 288 (4,07) ; 296 (3,94). • • 

Spectre infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : 

3460, 3400, 3040, 2950, 2840, 1715, 1660, 1610, 1500, 1455, 1225. 

Spectre de resonance raagnetique nucleaire (360 MHz) : 

9,6 (bs,lH,C 16 -0H) ; 8,05 (s.lH.NH) ; 7,55 (m,2H) ; 7,21-7,06 (m,2H) 

7,03 (d,2H, arom tyr J=7,5) ; 6,7 (d,2H,arom tyr.J=7,5) ; 

6,55 (s,lH,C 9 -H) ; 6,05 (s,lH,C 12 -H) ; 5,83 (dd,lH,C U -H ; 

J 15 "' = 12Hz ; J U " 3 =3,6 Hz) ; 5,76 (d, 1H, C 15 -H) ; 4,83 (m.lH.CH) ; 

4,13 (massif 3H,-C00CH 2 ,c' 7 -H) ; 3,76 (s,3H,-OCH 3 -) ; 

3,6 (s,3H,-COOCH 3 ) ; 3,45 (s,lH,C 5 -H) ; 2,71 (s,3H,-N a -CH ) ; 

1,21 (t,3H,-CH 3 -(CH 2 OOC)) ; 0,88 (m^H.-c'^-C 18 ' . 

Exemple 12 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle 
(V-Trypt E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2X, 
on obtient la V-Trypt E avec un rendement de 72 7.. 
Proprietes physico-chimiques de la V-Trypt E 
CHC1 

^ D c - 0,51 : ^ 90 ° . 

Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log e ) : 
225 (5,15) ; 267 (4,65) ; 280 (ep) ; 290 (4,55). 
Spectre de masse (m/e) : 

970, 391, 279, 165, 108, 35 ; ionisation moleculaire a l'isobutane 
998 M + +29, 984 M + +15, 970 M + +l, 926 
Spectre infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : 

3460, 3400, 3040, 2960, 2940, 2880, 1725, 1660, 1610, 1500, 1455, 
1225, 740 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



0041935 

31 



Sn-c-.tre de res onance magnetiqu e nucleaire (CDCl ? ,_36aj«z). : 

9,5 (lH,s,C 16 -OH) ; 8,2 ( 1H ,s ,NH , Crypt) ; 8,03 (lH.s.NR) ; 

7,66 (lH.d.trypt ; J=7,2Hz) ; 7,58 (lH,d,crypc ; J=7,2Hz) ; 

7,51 (lH,d,trypt ; J-7, 2Hz) ; 7,31 (IH.d.trypc; J=7,2Hz) ; 

7 25-7,04 (5H,m) ; 6,58 (lH,s,C 9 -H) ; 6,06 (lH.s.C -H) ; 

5,83 (lH,dd,C ,4 -H ; J=12Hz ; J=3,6Hz) ; 5,78 (lH,d,C ,:> -H ; J=12Hz) ; 

4*95 dH,q, /CH) ; 3,75 (3H,s ,-CO0CH 3 ) ; 3,6 <3H.s,-OCH 3 ) ; 

3 ',4 (lH,s,C 5 -H) ; 2,77 (IR.i.lHSj) ; 1.15 OH.t.-COOCH^CH^) 

Exemple 13 : 

N-(desacetvl-0-4 vinblastines 1-23) -L -trvptophanate de methyle 
(V-Trypt M) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 20, 
on obtient le V-Trypt M avec un rendement de 41 %. 
Proprietes phvsico-chimiques de l a V-Trypt M : 
CHC1- 

W c-1.82 = * 94 ° 

Soectre ultra-violet (M eOH . X max, am, log O. • 
269 (4,48) ; 280 ; 289 (4,32). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm )_ : 

1730, 1710, 1660, 1610, 1495, 1455, 1220, 740. 

Speccre de resonance maenetique nuc leaire (360 MHz) : 

9,5 (lH,bs,C l6 -0H) ; 8,06 (IH.s.NH ind) ; 8,01 (IH.s.NH ind) ; 

7*65 (lH,d) ; 7,58 (lH.d) ; 7.38-7.06 (7H,m) ; 6.41 (IH.s.C -H) ; 

6 ',05 (lH,s,C ,2 -H) ; 5.85 (lH,dd,C ,4 -H ; J=12Hz ; J'-3,6H.)_ii _ 

5 78 (lH,d,C ,5 -H ; J=12Hz) ; 4,95 (lH.q.C) ; 4,2 (lH.m.C 

3'. 75 (3H,s,-0CH 3 ) ; 3,61 (3H, s ,-COOCH,) ; 3,58 (3H,s,-C00CH 3 ) ; 

3,43 (2H,s,C 5 -H) ; 2,6 (3H, s.H-CHjj) . 

Exemple 14 : 

tt-M*«»c&tvl-0-4 vinbla.ri n ovl-23)-L-valinate d 'echyle (WE) 
50 En appliquant le mode operatoire general de la page 21. 

on obtient la WE avec un rendement de 63 Z. 
Proprietes phvsico-chim iques de la WE. 
Soectre ultra-violet (MeOH . A max . nn. log e ) : 
225 (4,95) ; 267 (4,57) ; 285 (4,45) ; 296 (4.40). 
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Spectre de masse (m/e 7.) : 

9I0 (0,!) ; 896 -(-2) ; 882 (5) ; 823 (4,5); 822 (6) ; 708(5,3) ; 
653 (9,2) ; 651 (8,7) ; 650 (14,6 ) ; 572 (8,7 ) ; 571 (23,3) ; 
539 (10,7) ; 355 (16) ; 354 (10) ; 353 (31) ; 294 (17) ; 188 (8,5) ; 
5 156 (100) ; 155 (11,8) ; 154 (11,3) ; 144 (12,2) ; 141 (12,1) ; 
140 (16,4) ; 136 (13) ; 135 (20,4) ; 124 (61) ; 122 (35,5) ; 
121 (15,3). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : 

3540, 3470, 3420, 2960, 2930, 2870, 1730, 1720, 1670, 1610, 1500, 
10 1455, 1225, 745. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire : 

9,48 (lH,bs,C I6 -0H) ; 8,03 (lH.bs.NH ind) ; 7,55 (lH,d ; J=7,2Hz) ; 

7,51 (lH,d,J=7,2Hz) ; 7,51 (lH,d) ; 7,23 a 7,06 (3H,m) ; 

6,58 (lH,s,C 9 -H) ; 6,06 (lH,s,C I2 -H) ; 5,85 (lH,dd,C 1A -H ; 
15 J 14_15 =12Hz ; J U ~ 3 =3,6Hz) ; 5,78 (lH,d,C I5 -H ; J=12Hz) ; 

4,56 (lH,dd,C) ; 4,21 (2H,q,C00CH 2 ) ; 4,15 (lH,d,C 17 -H) ; 

3,96 (IE,t) ; 3,76 (3H,s,0CH 3 ) ; 3,6 (3H,s ,C00CH 3 ) ; 3,46 (lH,s,C 5 -H) 

2,73 (2H,s,N-CH 3 ) ; 1,31 (6H,m,C00CH 2 CH 3 ) ; 0,96 (14H,m) ; 

0,9 (14H,c). 
20 Exemple 15 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-iso-leucinate d'ethyle (VILE) 
sf- En appliquaat le mode operatoire general de la page 2"!, 

on obtieat la VILE avec im rendement de 58 7.. 

Proprietes physico-chimiques de la VILE 
25 Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log e ) : 

226 (4,94) ; 266 (4,56) ; 285 (4,44) ; 295 (4,38). 

Spectre de masse (m/e X) : 

924 (7) ; 910 (II) ; 897 (23) ; 896 (44,4) ; 867 (11,3) ; 837 (18,7) 
836 (26,6) ; 822 (4) ; 709 (10) ; 650 (21) ; 571 (13) ; 570 (34,7) ; 
30 366 (21,7) ; 154 (100) ; 126 (11). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm *) : 

3460, 3440, 3040, 2960, 2940, 2880, 1730, 1665, 1610, 1500, 1455, 
1225, 745. 
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Spectre de resonance magnetigue nu cleaire (CDCl y 360MHz) : 

9,46 (lH,bs,C ,6 -OH) ; 8*03 (lH.bs.NH) ; 7,55 (lH.d ; J =7,2Hz) ; 

7,51 (lH.d) ; 7,23 a 7,06 (3H,m) ; 6,58 (lH,s,C -H) ; 

6,06 (lH,s,C 12 -H) ; 5,85 (tH,dd,C l4 -H ; J=12Hzj J'=3,6Hz) ; 

5,78 (lH,d,C ,5 -H ; J=l2Hz) ; 4,61 (lH,q,(dd), C) ; 4,21 (2H,q, 

COO-CH -) ; 4,15 (lH,d,C 17 -H) ; 3,96 (lH,t) ; 3,76 (3H,s,0CH 3 ester) ; 

3,6 (3H,s,OCH 3 ) ; 3,46 (lH,s,C 5 -H) ; 2,73 (3P.,s ,N-CH 3 ) ; 

1,25 (3H,t,CO0CH 2 CH 3 ) 

Exemple 16 : 

N-(desacetvl-0-4 vinblastinoyl-23)-D-tryoto P hanate d'ethyle 
(VP Trypt E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 22, 
on obcient la VD Trypt E avec un rendement de 69 7.. 
Proprietes physico-chimiques de la VP Trypt E 
CDC1, 

M° c-0.3295 : * 7 °° 

Spectre ultra-violet (MeOH , X max . nm, log e ) : 
225 (4,77) ; 269 (4,30) ; 290 (4,20) ; 320 (ep) . 
Spectre de masse (m/ e Z) : 
970, 391, 279, 165, 108, 35. 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460, 3400, 3050, 2960, 2940, 2870, 1735, 1665, 1610, 1495, 1455, 
1210, 740. 

Spectre de resonance magnetigue nucleaire : 

9,53 (lH,bs,C 16 -0H) ; 8,1 (lH,s,NE ind tryp) ; 8,02 (lH.s.NH ind) ; 
7 ',76 (IH.d) ; 7,65 (lH.d) ; 7,51 (IH.d) ; 7,35 (lH,d) ; 7,2 a 
7,05 (6H,m) ; 6,53 (lH.s,C 9 H) ; 5,98 (lH.dd.C 1 H J ~ =12Hz, 
J' U_3 =.3,6 Hz) ; 5,73 (lH,d,C 15 -H ; J=12Hz) ; 4,86 (IH.q.C-) ; 

4,1 (3H,m,C l7 -H-C00CH 2 ) ; 3,75 (3H, s ,C00CH 3 ) ; 3,6 <3H,s,-OCH 3 ) ; 
0 3,33 (2H,s,C 5 -H) ; 2,43 <3H,s ,N-CH 3 > ; 1,16 (3H. t .-COOCH^C^) ; 

0,93 (8H,m). 

Exemple 17 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-yaliny l-L-trvoto P hanate 
d'ethyle (V-Val-Try?c-E) 
55 En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 

on obtienc la V-Val-Trypc E avec un rendement de 40 7. . 
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Proprieces physico-chimiques de la V-Val-Trypc-E 

(aJ-D raC1 3 .--36° 
c=0,3589 

Spectre ultra-violet (methanol, \ max, nm, log e ) : 
270 (4,42) ; 290 ; 31 2 (4,96) . 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3480, 3400, 2960, 2940, 2870, 1735, 1725, 1660, 1610, 1500, 1455, 
1230. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl-,,360MHz) : 

9.5 (lH,bs,C l6 -0H) ; 8,18 (lH.s.NH ind) ; 8,01 (lH.s.NH ind) ; 

7.6 a 7,06 (lOH.m arom) ; 6,41 (lH,s,C 9 -H) ; 5,95 (lH,s,C 12 -H) ; 
5,85 (lH,dd,C 14 -H) ; J 15 ~ l4 =12Hz ; J 8_14 =3,6Hz) 5,75 (lH,d,C 15 -H ; 
J 15_14 =l2Hz) ; 5,02 (lH,m,C) ; 4,9 (lH,m,C) ; 3,73 (3H,s ,C00CH 3 ) ; 
3,56 (3H,s,-0CH 3 ) ; 3*43 (2H,s,C 5 -H) ; 2,61 (3H,s,N-CH 3 ) ; 

1,18 (3H,t,-COOCH 2 -CH 3 ) ; 1,05-0,86 (+ 16H,m,CH 3 ). 
Exemple 18 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucyL-L-alanyl-L-leucyl- 
L-alaninace d'ethyle (V-Leu-Ala-Leu-Ala-E) 

En appliquant le mode operatoire general ec en preparant 
l'azoture a partir de 700 mg de monohydrazide , le couplage avec 
377 nig de L-Leu-L-Ala-L-Leu-L-Alaninate d'ethyle a 4°C pendant 
60 heures fournit 213 mg de V-Leu-Ala-Leu-Ala-E pure. La 
purification est effectuee par passage du produit brut d'abord sur 
une colonne de silice 60 Merck (230 mesh) en utilisant comme eluant 
un melange ether-MeOH sat NH 3 (86:14), puis sur une colonne 
identique en utilisant comme eluant un melange isopropanol-acetate 
d ' ethyle-cyclohexane (40:20: 40) . 

Proprietes physico-chimiques de la Y-Leu-Ala-Leu-Ala-E 
Spectre UV . (methanol, 5,74 mg/lOOcc, log e ) : 266 (4,24) ; 
285-288 (4,12) ; 296 (A, 07) 

Spectre de masse (DCI a l'isobutane, ionisation moleculaire) 
1152 (M + +1), 1166 (M + +1 + U), 1134, 1108, 1094 

Spectre IR (KBr) : 3400, 2960, 1760, 1660, 1620, 1506, 1460, 1225, 
745 ca" 1 . 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDC1-, 360 MHz, pom) 
0,91, 1,27 (t), 1,40 (2d), 1,67 (dxd) , 2.61 (s) , 2.72 (s) , 3.60 (s) , 
3,75 (s), 4.19 (q), 5.74 (d) , 5.83 (dxd), 6.03 (s) , 6.59 (s) , 
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6.88 (d), 7.00 (d), 7.39 (d) , 7.49 (d) , 7.53 (d) , 8.02 (s) , 

9.57 (s). 
Exemple 19 : 

N -(d€sacetvl-0-4 vinblastinoyl-23)-L- tryptophyl--L-tryptophanate 

d ' ethyle (V-Tryp-Tryp-E) . 

En appliquant le mode operatoire general et en utxlxsant 
, g d'hydrazide et 543 mg de L-cryptophyl-L-tryptophanate d'ethyle, . 
on isole 268 mg de V-Try P -Try P -E pure. La purification est 
effectuee par passage sur une colonne de silice en utilisant 
comxne eluant d'abord un flange ether-methanol sature en NH3 (92:8) 
puis un melange identique en proportion 86:14. 
Proprietes physico-chimiques 

Spectre UV (MeOH) : max 272 (4,38), 278 (4,37), 2,90 (4,31) 

(49,6 mg/1) min 248 (4,18), 288 (4,30) 

Spectre de masse : ionisation moleculaire i 1'isobutane 

U84, 1170, 11 56 (a* +1), H12, 1098, 624, 

498, 165 

Spectre IR (KBr) : 34,0, 2970, 2880, 1725, 1665, 16.5, 1500, 
1460, 1230 Cm 

0 Exemple 20 : 

v ._,^^-n-L vinblastiaoy 1 - ? . 3) - L-tryptoohyUlycinate d ethyle 

(V-Tryp-Gly-E) 

La condensation de 596 mg d'hydrazide et de 226 mg 
de L-tryptophyl S lycinate d'ethyle (41h, 4'C) fournit 200 mg de 
>5 V-Try P -Gly-E, apres purification sur colonne de silice en utilxsant 

cocne eluant un melange ether-methanol dont la proportion en methanol 
sat. en NH, augmente de 4 a 14 %. 

Spectre de masse : ionisation moleculaire a 1'isobutane 
M + +l 1027, 1042, 1055, 1013, 983, 969 

30 Exemple 21 : 

r -,,^„^-n-4 vinbla S tino vl -2 3)-L-valinyl-L-trv P toohanate 

d 'ethyle (V-Val-Tryp-E) 

k parcir de 300 ag de 1'hydrazide de la d=sacetyl-VLB ec 
215 mg de L-valinyl-L-try ? coohanac S d'ethyle on isole 215 mg de 
35 V-Val-Tryp-E pure apres passa 3 e sur colonne chromatographique. 
Suectre de masse : ionisation moleculaire a 

1069, 632 , 617, 498, 332 , 223 
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Exemple 22 : 

N-(desacecyl-0-4-vinblastinoyl-23)-L-tryptophane (V-Trypt Ac) 
En appliquant le mode operatoire general mais en 
utilisant l'acide amine non esterifie, on obcienc la V-Trypt Ac 
5 avec un rendemenC de 67 %. 

Spectre UV (MeOH, X max, nm, log e ) 
270 (4,29) ; 289 (4, 18) ; 321 (ep) 
Spectre 1R (KBr, cm" 1 ) : 

3400, 2860, 2820, 2760, 1720, 1650, 1605, 1590, 1500, 1455, 1225, 
10 780. 

Exemple 23 : 

N- (vinblas tinoyl-23) -L-valinate d ' ethyle 

Le N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-valinate d 1 ethyle 

(100 mg) est traite par un melange de pyridine (2,5 ml) et d 1 anhydride 
15 acetique (2,5 ml) sous atmosphere inerte et sous agitation pendant 

24 heures. Apres addition de methanol et concentration sous vide, le 

residu est repris par du dichloromethane et lave a l'eau sat. en NaCl 

La phase organique est sechee sur Na 2 S0 A et concentree sous vide. 

Le produit est purifie par chromatographie sur couche mince en 
20 utilisant comme eluant un melange isopropanol/acetate d'ethyle/ 

cyclohexane (40/20/40). On recueille ainsi 29 mg de N-(vinblastinoyl- 

23)-L-valinate d'ethyle. 

Spectre de masse : ionisation molecuiaire a l'isobutane : 

M + +l 925, M + +l+14 939, M + +l+28 953, 924, 907, 
25 893, 882, 881, 867, 866, 392, 279 

Spectre IR (KBr, cm" 1 ) 3480, 3430,. 2970, 1740, 1690, 1615, 
Spectre UV (54,2 mg/1, X max, log e ) : 263 (4,28), 288 (4,17), 

296 (4,13). 

Spectre RMN (CDC1 3 360 MHz, ppm) 
30 9,76 (IH,s), 8,06(s), 7,52(1H, d) , 7,43(1H, d) , 7,20 et 7,03 (3H,m), 
6,59(s), 6,06(lH,s), 5 ,85 ( 1H, dxd) , 5,29(IH,d), 4 ,57 ( IH.dxd) , 
3,77(3H,s), 3,6I(3H,s), 2,69(3H,s), 2,02(3H,s), l,28(3H,t), 
0,97(3H,d), 0,95(3Hd), 0,90(3H,t), 0,81(3H,t). 
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REVENDICATIONS 

j_ A titre de composes nouveaux, les derives de la 

vinblastine repondant a la formule generale suivante : 




dans laquelle 

R represente un ester d'acide amine ou de peptide, eventuellement 

1 protege, couple au fragment vinblastinoyl-23 par un lien amide, 
le peptide comprenant de 1 a 6 acides amines differents ou iden 
tiques, et le groupe ester ramifie ou non possedant de 2 a 
9-atomes de carbone ; et 

R represente un atome d'hydrogene ou un groupe acyle comportant 
2 de 2 a 9 atomes de carboae, ainsi que ses sels d'addition avec 
les acides mineraux ou organiques. 

2 Composes nouveaux de formule generale 




£-(NH-CH-C-) ' 
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dans Laquelle represente un atome d'hydrogene ou un groupe acyle 
comporcanc de 2 a 9 atones de carbone, represente chaque £ois 
independamment, un atome d'hydrogene, un groupe alkyle ramifie ou non 
comportant de l a 8 atomes de carbone, un groupe hydroxy C'-C8 alkyle, 
amino-hydroxy C1-C8 alkyle, carboxy-Cl-C8 alkyle, ami'do C1-C8 alkyle, 
guanadino C1-C8 alkyle, amino C1-C8 alkyle, thiol C1-C8 alkyle cysteinyl 
methyle, thioraethyl-ethyl , benzyle, hydroxybenzyle,- I 




ou ILj, ensemble avec le carbone auquel il est rattache et 1 'azote 
du groupe amide, forme un cycle azole ou hydroxyazole ; n varie de 
I a 6 et est un groupe benzyle ramifie ou non comportant de 1 a 
8 atomes de carbone ; 

ainsi que ses sels d'addition avec les acidea mineraux ou organiques. 

3. Composes suivant les revendications 1 et 2, carac- 
terises en ce qu'il s'agit du N-(desacety 1-0-4 vinblastinoyl-23)-L- 
tryptophanate d'ethyle ou de methyle et leurs sels d' addition avec 
des acides phariaaceutiquement acceptables. 

4. Composes suivant les revendications 1 et 2, 
caracterises en ce qu'il s'agit du N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)- 
isoleucinate d'ethyle ou de methyle et leurs sels d'addition avec 

des acides pharmaceutiquement acceptables. 

5. Composes suivant les revendications 1 et 2, carac- 
terises en ce qu'il s'agit du N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L- 
valyl-L-tryptophanate d'ethyle et lea sels d'addition avec des acides 
pharmaceutiquement acceptables. 

6. Composes suivant les revendications 1 a 5, caracte- 
rises en ce qu'ils se presentent sous la forme de leurs sels d'addi- 
tion 1:1 avec l'acide sulfurique. 

7. Le sulfate de N-(d«sacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L- 
tryptophanate d'ethyle. 

8. Compose suivant la revendication 1, caracterise en 
ce qu'il est choisi dans le groupe constitue par les derives de la 
vinblastine suivants, eventuellement sous la forme d'un sel d'addi- 
tion avec un acide mineral ou organique : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucinate d'ethyle, 
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N-(de sa cetyl-0-4 vinblas tinoyl-23 ) -L-leucinate de methyle, 
N-(desac6tyl-0-4 vinblas tinoyl-23) -L-leucinate de n-butyle, 
N-Cdesacetyl-0-4 vinblas.tinoyl-23 ) -L-leucinate d'octyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23 ) -D-leucinate d'ethyle, 
N-(d6sac6tyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-glutamate d'ethyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L-s6rinate d'ethyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23 ) -L-tryptophanate d'ethyle, 
N-(d6sacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23) -L-tryptophanate de methyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-D-tryptophanate d'ethyle, 
N-Cdesacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-alaninate d'ethyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-phenylalaninate d'ethyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-isoleucinate d'ethyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-isoleucinate de methyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-valinate d'ethyle, 
i N -Cdesacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-tyrosinate d'ethyle, 

N-(de'sacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23 )-£-trif luoroacStyl-L-lysinate 
d'ethyle, 

N-(desacetyl-0-4-vinblastinoyl-23)-L-valinyl-L-tryptophanate d'ethyle, 
N-(vinblastinoyl-23)-L-valinate d'ethyle. . 
0 s Composition pharmaceutique utilisfie en mSdecine 

humaine et veterinaire pour le traitement de maladies neoplasiques, 
caracterisee en ce qu'elle contient un ou plusieurs derives definis 
dans I'une quelconque des revendications 1 a 8. 

10> composition pharmaceutique selon la revendication 9, 

15 caracterisee en ce qu'elle est sous une forme d' administration dans 
laquelle le principe actif est present a une dose unitaire comprise 
entre environ 2 et 900 mg. 

n> Composition pharmaceutique selon la revendication 9, 

caracterisee en ce que le principe actif est le N -(de S acetyl-0-4 
30 vinblastinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, eventuellement sous 

la forme d ' un sel d' addition avec un acide pharmaceutiquement accep- 
table. 

l2 . Composition pharmaceutique selon la revendicacion 9 

caracterisee en ce que le principe actif est le N-(d«sacetyl-0-4 
35 vinblastinoyl-23)-L-valyl-L-tr y ptophanate d'ethyle, « ventuellement 
sous la forme d'un sel d'addition avec un acide pharmaceutiquement 
acceptable. 
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13. Composition pharmaceutique selon la revendication ~9 

caracterisee en ce que, dans la- forme d 'adminis tration parenterals 
le principe actif se trouve dans un diluant pharraaceutiquement accep- 
table. 

5 14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13, 

caractfirisfie en ce que le diluant est une solution aqueuse sterile 
tamponnee. 

15. Procedfi d'obtehtion des composes selon les reven- 
dications 1 a 8, caractfirisfi en ce qu'il comprend les fitapes sui- 

10 vantes : 

.1) reaction de la vinblastine avec l'hydrazine 
anhydre pour obtenir la dfisacfi ty 1-0-4 carboxhydrazide-3 vinblastine, 

2) traiteraent de l'hydrazide obtenu avec un agent 
de nitrosation en milieu acide pour obtenir i'azoture d'acide cor- 

15 respondant, 

3) reaction de I'azoture d'acide avec 1 a 5 equi- 
valents de l'ester d'acide amine ou de peptide correspondant. 

16. Procedfi de preparation des composes selon les 
revendications 1 J 8, caracterisfi en ce que I'azoture d'acide 0-4- 

20 dfisacfityl vinblastinoique-23 est traits par 1 a 5 Equivalents d'ester 
d'acide amine ou de peptide approprifi, ledit peptide comportant de 
deux a six acides amines. 

17. Procede de preparation du N-(dSsacetyl-0-4-vinblas- 
tinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, caracterisfi en ce que la 0-4- 

25 dfisacetyl-carboxhydrazide-3 dSscarbomfithoxy-3 vinblastine est traitfie 
par un agent de nitrosation en milieu acide et I'azoture ainsi obtenu 
traite par le L-tryptophanate d'fithyle. 

18. Procede de preparation du N-(d€sacetyl-0-4 vinblas- 
tinoyl-23)-L-tryptophanate d'fithyle, caractfirisfi en ce que I'azoture 

30 d'acide 0-4-desacetyl vinblastinoique-23 est traite par 1 a 5 equi- 
valents de L-tryptophanate d'fithyle. 

19. Procedfi selon la revendication 15, caractfirisfi en 

ce que 1' agent de nitrosation est le nitrite de sodium en milieu acide 
chlorhydrique - methanol. 
35 20. Procfidfi selon la revendication 17, caractfirisfi en 

ce que l'agent de nitrosation est le nitrite de sodium en milieu 
acide chlorhydrique - mfithanol. 
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21 Procede selon la revendication 15, caracterisS en 

ce que le couplage avec-l'ester d'acide amine ou de peptide est 
effectue a une temperature comprise entre -3 et +10°C pendant 8 a 
72 h. 

5 22 _ Procede selon la revendication 17, caracterise 

en ce que Le couplage avec le tryptophanate d'ethyle est effectue 
a une temperature comprise entre -3 et +10°C pendant 8 a 72 h. 
23 m Composes repondant a la formule generale de la 

revendication 15, et ses sels d'addition, tels qu'obtenus par la 
10 mise en oeuvre du procede selon l'une des revendications 15, 16 et 19. 
24_ Le N-(desacetyl-0-4-vinblastinoyl-23)-L-trypto-. 

phanate d'ethyle ou un de ses sels d-addition, tels qu'obtenus par 

la mise en oeuvre du procede selon l'une des revendications 17, 18 

et 20. 
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